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摘要 :【 目 的) 揭示 棉铃 野 Helicoverpa armigera 气味 结合 蛋白 (odorant binding protein, OBP) XX E 
Harm0BP16 的 组 织 表达 谱 及 其 重组 蛋白 与 气味 化 合 物 的 结合 特性 。【 方 法 】 ze 触角 转录 
和 数据 ,利用 PCR po cc 中 PCR 克隆 气味 结合 蛋白 基因 ,并 进行 生物 信息 学 和 系 
;采用 qPCR 对 其 进行 组 织 [ 头 部 (去 除 触 角 和 唆 ) Jd RR P AA fav | 表达 
谱 分 析 ; 进 一 步 采 用 原核 表达 系统 表达 和 纯化 重组 蛋白 ;最 后 采用 荧光 竞争 结合 实验 测定 该 重组 蛋 
白 与 85 种 候选 气味 物质 的 结合 能 力 。 【结果 】 从 棉铃 虫 成 下 触角 中 克隆 得 到 一 个 Atypical OBP 家 
族 基 因 HarmOBP16( GenBank Pe JQ753074) ) ,其 开放 阅读 框 长 441 bp ,编码 146 ARB, H 
断 的 编码 蛋白 等 电 点 为 6.87, 具 有 10 个 保守 的 半 胱 氨 酸 。 组 织 表 达 谱 结果 表明 , HarmOBP16 JE Wè 
成 虫 翅 中 高 表达 。 纯 化 后 的 重组 蛋白 HarmOBP16 对 植物 花 的 挥发 物 香 叶 基 丙 酮 (Ki 214. 2 pmol/ 
L)、B- 紫 罗兰 酮 (Ki 215.2 jmol/L)、 辛 醛 (Ki=15.3 pmol/L), #7 (Ki 216. 8 pmol/L), ( A)- 
( + )- 柠 榜 烯 (Ki = 14.9 pmol/L) 和 B-J% (Ki 217.3 jmol/L) 有 和 较 强 的 结合 能 力 。【 结论 】 
HarmOBP16 可 能 在 棉铃 墅 识别 寄主 植物 的 过 程 中 发 挥 一 定 的 作用 ， 可 为 基于 气味 物质 的 棉铃 旧 引 
诱 剂 或 驱 避 剂 的 研发 提供 潜在 的 分 子 靶 标 。 
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Tissue expression profiling and ligand-binding properties of HarmOBP16 


of the cotton bollworm, Helicoverpa armigera ( Lepidoptera: Noctuidae ) 
LI Zhao-Qun' ^ , ZHANG Shuai , ZHOU Shu-Fen , LUO Jun-Yu! , CUI Jin-Jie * (1. Institute of Cotton 
hesearch , Chinese Academy of Agricultural Sciences, Anyang, Henan 455000, China; 2. Tea Research 
Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310008, China; 3. Agricultural Bureau 
of Yanzhou District, Jining, Shandong 272100, China) 

Abstract: [Aim] This study aims to reveal the tissue expression patterns of the odorant binding protein 
( OBP) gene HarmOBP16 in the cotton bollworm, Helicoverpa armigera , and the binding properties of its 
recombinant protein with plant volatiles. [Methods] According to the antenna transcriptome data, the 
OBP gene was cloned from the antennae of H. armigera adults and subjected to bioinformatical and 
phylogenetic analysis. The tissue expression patterns of the gene in adult head ( without antennae and 
probosis), thorax, abdomen, legs, wings, antennae and proboscis were assayed by qPCR. The 
recombinant protein was expressed and purified with prokaryotic expression system. The binding 
characteristics of this recombinant protein to 85 candidate plant volatiles were measured by fluorescence 
competitive binding assay. [Results] An atypical OBP gene, HarmOBP16 ( GenBank accession no. : 
JQ753074) , was identified and cloned from the antennae of H. armigera adults by PCR. It contains a 
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441 bp open reading frame ( ORF) encoding a protein of 146 amino acids with 10 conserved cysteine 


residues and the isoelectric point value of 6. 87. The tissue expression patterns showed that HarmOBP16 


was highly expressed in wings of the female adults. The competitive fluorescence binding assay of the 
expressed and purified recombinant HarmOBP16 showed that HarmOBPI16 exhibited higher. binding 
affinities to geranylacetone ( Ki 214. 2 jumol/L) , B-ionone ( Ki 215.2 pumol/L) , octyl aldehyde ( Ki = 
15.3 jumol/L) , ( +/ - )-linalool (Ki 216. 8 mmol/L), ( R)-( + )-limonene (Ki 214.9 jumol/L) , 
and ( + )-B-pinene (Ki 217.3 pmol/L). [Conclusion] The results suggest that HarmOBP16 may play 


a role in the host seeking of H. armigera, which may provide a potential molecular target for the 


development of attractants or repellents in H. armigera. 


Key words: Helicoverpa armigera; odorant binding protein; tissue expression patterns; in vitro 


expression; competitive fluorescence binding assay 








ERRA a fit BJ ov, Z8 Si. Be 95358 iE VU PE 
中 其 他 动 植物 释放 的 各 种 化 学 气味 来 实现 多 食 F 
找 配 偶 和 产 卵 位 点 等 行为 。 而 在 昆虫 气味 感受 过 程 
vb 3) RE, A Su H ( odorant- 
OBPs ) wW *& Hk S£ SR E 
( chemosensory proteins, CSPs) 气味 受 体 (olfactory 











binding proteins, 


receptors, ORs) , 离子 型 受 体 (ionotropic receptors, 
IRs) 和 气味 降解 酶 (odorant degrading enzymes, 
ODEs) ( Leal, 2013; Pelosi et al., 2014) 。 其 中 OBP 
是 广泛 存在 于 触角 淋巴 液 中 的 一 类 水 溶性 小 分 子 球 
AEH ( Vogt et al., 1991)。 自 从 Vogt 和 Riddiford 
(1981 ) 采 用 同位 素 标 记性 信息 素 的 方法 ,首次 发 现 
THEE OBP 以 来 ,多 种 饼 翅 目 屁 虫 OBP 被 鉴定 。 
TESESH H Ebr rh, d dis OBP 序列 的 保守 性 和 功能 ， 
可 以 分 为 普通 气味 结合 蛋白 (general odorant binding 
proteins, GOBPs ) , 115 El A 28 48& H (pheromone 
binding proteins, PBPs) fth f Fr 5 E 4E F1 (antennal 
specific proteins, ASPs) 或 甬 角 结合 重 白 (Briand et 
al., 2001 ) 。 另 外 ,根据 OBP HIRST FARIAN, 
FER OBP 可 以 分 为 4 大 类 :具有 4 个 保守 的 半 胱 氨 酸 
位 点 的 Minus-C OBP; HA 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 
的 Classic OBP; 具有 8 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 的 
Plus-C OBP; 具有 10 ^ PR 5T BS 2E IG A B2 fr x3, HJ 
Atypical OBP( Leal, 2013; Tsitsanou et al., 2013) , 
作为 重要 的 嗅觉 元 件 之 一 ,OBP 在 嗅觉 感受 过 
程 中 的 主要 功能 是 结合 和 运输 外 界 脂 溶性 气味 分 
子 , 罕 过 触角 淋巴 液 到 达 虽 觉 神经 元 树 突 腊 上 的 
OR ,激活 吕 觉 感受 系统 。 近 年 来 ,由 于 灾 光 苋 争 结 
合 实验 价格 低廉 、 操 作 安 全 、 结 末 稳 定 , 被 广泛 应 用 
于 人 研究 OBP 与 气味 物质 的 互 作 (Li et al., 2013; Liu 
et al., 2014; Sun et al., 2016), HAT, Æ EF B EE 
虫 OBP 中 ,关于 PBP 和 GOBP 的 研究 最 为 广泛 ,如 
ZÆ Bombyx mori ( Gong DP et al., 2009) $H 5 R 




















Helicoverpa armigera ( Guo et al., 2012) , 4 Z 4 IR 
Spodoptera litura ( Liu et al., 2015a) , IH sz qx IR S. 
exigua ( Liu et al., 2014) ,/]v3e fl Plutella xylostella 
(Zhu et al., 2017) , — 45 Chilo suppressalis ( Gong 
ZJ et al., 2009), fpi A 3$ m E Cnaphalocrocis 
medinalis ( Sun et al., 2016) 等 ,而 关于 Atypical OBP 
的 相关 研究 相对 较 少 (Li et al., 2017) ; 

Jin TS Um p EH H ( Lepidoptera) 夜 蛾 科 
( Notuidae) ,广泛 分 布 于 亚洲 、 欧 洲 GEV ARPEI, 
主要 为 害 棉花 、 玉 米 、. 希 茄 等 ,是 农业 生产 上 的 重要 
TAC RAR, 1995), BIER Bt 基因 抗 虫 棉花 的 
大 面积 推广 种 植 极 大 地 降低 了 棉铃 忠 对 棉花 的 危 
dr [HT HEU] Bt 毒 集 日 的 抗 性 逐年 增加 ,威胁 大 
Fe Bt 基因 抗 忠 棉花 的 寿命 。 如 何 持续 有 效 地 控制 
棉铃 忠 仍 是 当前 农业 生产 所 面临 的 严峻 问题 。 其 
中 ,通过 调控 昆虫 克 食 . 产 卵 等 行为 进行 害虫 防治 是 
一 个 重要 的 人 研究 方 问 。 本 研究 采用 分 子 生物 学 手 
Ez ,对 棉铃 虫 Atypical OBP 家 族 基 因 HarmOBP16 进 
行 功 能 全 究 ,研究 结 有 果 可 为 基于 噢 党 干扰 的 栅 铃 里 
防治 技术 提供 理论 基础 。 


1 材料 与 万 法 


1.1. 供 试 材料 

栅 铃 虫 为 室内 人 工人 饲料 饲养 ,饲料 配方 参见 卖 
兴 印 等 (2000) 。 养 虫 室 温度 为 27 + 1%C ,相对 湿度 
为 60% ~70% , 光 周 期 为 14L:10D。 收 集 羽 化 后 3 
d 雌雄 虫 不 同 组 织 [ 触角 、 头 (去 触角 和 吧 )、 胸 、 腹 、 
足 ` 世 和 只 j 立 即 放 入 液 扼 中 速冻 ,随后 于 -701 保 
存 待 用。 
1.2 主要 试剂 

SV Total RNA Isolation if] £x cDNA 反 转 录 试 
剂 盒 Reverse Transcription System , 2e 26 E EANA 
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GoTaq9 qPCR Master Mix, 、 胶 回收 试剂 盒 均 为 
Promega 公司 产品 ,pEASY-T3 克隆 试剂 盒 和 大 肠 杆 
Escherichia coli Trans-T1 感受 态 细 胞 购 自 北京 全 
式 金 生物 科技 有 限 公 司 ,BL21(DE3 ) 感受 态 细 胞 购 
H JE dn Bd n], Ex-Taq 酶 购 于 宝生 物 工程 (大 连 ) 
有 限 公司 , 内 切 酶 和 T4 DNA 连接 酶 购 于 Fermentas 
公司 ,实验 所 用 离心 管 和 移 液 迄 枪 头 购 目 于 
AXYGEN 公司 ,其 他 试剂 为 国产 或 进口 分 析 纯 试剂 。 
1.3 ”棉铃 虫 组 织 总 RNA 提取 和 cDNA 合成 

AEPS REZE R KEB MTR ENB E E fik fA AN 
只 的 总 RNA 采用 SV Total RNA Isolation i58 e tE 
取 , 具 体 实 验 步 又 参见 试剂 盒 说 明 书 。 使 用 微量 分 
区 光度 计 对 提取 的 RNA 进行 质量 检测 和 浓度 测定 。 
总 RNA W F - 70%C 贮存 备用 。 采 用 Reverse 
Transcription System 合成 cDNA, F - 20C 保存 备 
用 ,具体 实验 步骤 参照 试剂 盒 说 明 书 。 














1.4 棉铃 虫 气 味 结合 得 白 基因 的 克隆 及 序列 分 析 

棉铃 虫 气味 结合 蛋白 基因 序列 由 本 实验 室 通过 
转录 组 测序 获得 ,进一步 采用 PCR 对 转录 组 获得 的 
栅 铃 虫 气味 结合 蛋白 基因 进行 克隆 和 验证 。PCR 
扩 增 引物 使 用 软件 Primer Premier 5 设计 ( 表 1)。 
Linge R feb f cDNA 为 模板 , PCR 扩 增 体系 为 25 
pL: Ex-Taq buffer 2. 5 uL, dNTP Mixture 2.0 uL, E 
下 游 引 物 (10 pmol/L) 1 JL, cDNA 模板 1 uL, H 
RH ddH,O 补足 。PCR 反应 条 件 : 94%C 预 变性 90 
s;94% 变性 30 8,55?C 3H K 30 s,72% 延伸 40 s,35 
个 循环 ;72% 延伸 10 min。 扩 增 结束 后 采用 1. 296 
珠 脂 糖 凝 腕 电 访 检 测 。 利 用 腕 回收 试剂 盒 对 PCR 
产物 进行 纯化 ,纯化 后 的 PCR. 产物 连 元 隆 到 
pEASY-T3 载体 上 ,然后 转 入 大 上 肠 杆菌 Escherichia 
coli 感受 态 细 胞 Trans-Tl 内 ,并 送 交 生 工 生物 工程 
(上 海 ) 股 份 有 限 公 司 进行 测序 。 











表 1 诡 光 定量 和 载体 构建 用 引物 


Table 1 Primers used in qPCR and vector construction 


引物 3| AIC! -37) 


Primers 


Primer sequences 


His 


Purpose 


TlTAGCTGTGGTCTGAAACATACGTG 





基因 克隆 引 物 


Primers for gene cloning 


KIGE tg PCR 引物 
Primers for qPCR 


载体 构建 引物 


OBPI6-C-F 

OBPI6-C-R ATTTACAGCACTGTTAACATTTCCATG 

GTP-F CGAGCGAAGGAAGTGGATTC 

GTP-R AGGAACAGAATTACAGACGAATGC 

GAPDH-F CGTCGGCAAGGTCATTCC 

GAPDH-R CCTGCTCCTCGGTGTAGT 

OBPI6-F ATGCCTGGTCCGTGTGAT 

OBPI6-R TACTGCCTCGTCTGGTTGTTA 

OBPI6-vF GGATCCGATGTTCTAAAGAAGAGAGACAGCAAAG 
OBPI6-vR CTCGAGTTAACATTTCCATGCTGCTTCAG 


下 划 线 为 限制 性 酶 切 位 点 The restriction sites are underlined. 


采用 ClustX2. 0 对 杨 铃 虫 气味 结合 集 晶 和 其 他 
Eb d OBP 基因 的 氨基 酸 序列 进 行 比 对 分 析 , 比 对 结 
果 使 用 Jalview2. 4. 0b2 进行 可 视 化 编辑 ,棉铃 虫 气 
味 结合 集 日 的 系统 发 育 树 采用 MEGA 6. 0 软件 的 邻 
接 法 ( Neighor-Joining method ) 重复 1 000 次 构建 。 
1.5 棉铃 虫 气味 结合 蛋白 基因 组 织 表 达 谱 分 析 

以 GTP-binding protein ( GenBank. X* 5& 5: 
AY957405 ) 和 GAPDH( GenBank 登录 号 : JFA17983) 
为 内 参 基 因 , qPCR 反应 在 Eppendorf Mastercycle® 
ep realplex 上 进行 。 基 因 引 物 使 用 软件 Beacon 
Designe7 设计 ( 表 1)。 以 棉铃 虫 肉 雄 成 虫 不 同 组织 
的 cDNA 为 模板 ,每 个 样品 均 进 行 3 次 生物 学 重复 
和 3 次 技术 重复 。 使 用 Promega 公司 的 GoTaq? 
qPCR Master Mix 进行 PCR 反应 ,反应 体系 及 程序 参 





Primers for vector construction 





见 试剂 说 明 书 。 目 的 基因 的 相对 表达 量 采 用 
2- 人 人 A"? 值 法 计算 (Livak and Schmittgen, 2001)。 利 
用 GraphPad Prism 5 软件 作 图 比较 基因 的 相对 表达 
Ho 
1.6 棉铃 虫 气味 结合 蛋白 表达 载体 的 构建 

使 用 SignalIP 4. 1 Server( http://www. cbs. dtu. 
dk/services/SignalP/ ) 预 测 棉 铃 忠 气味 结合 集 白 信 
号 肽 。 基 于 预测 结 末 将 信号 肽 相应 的 核酸 序列 从 棉 
铃 虫 气味 结合 蛋白 基因 的 ORF 区 域 去 除 , 依 据 去 除 
言 号 肽 后 的 基因 序列 设计 特异 性 表达 引物 ,并 在 引 
物 两 端 分 别 添加 酶 切 位 点 BamH E fH Xho I (E 1) « 
PCR 扩 增 体系 为 25 uL: Ex-Taq buffer 2.5 uL, 
dNTP Mixture 2. 0 pL, 上 上 下游 引 物 (10 pumol/L) 4& 1 
pL, cDNA 模板 1 pL, HAM ddH,O 补足 。PCR 反 
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应 条 件 : 95?C 预 变性 90 s; 94% 变性 30 s, 557C 退火 
30 s, 72% 延伸 40 s, 35 个 循环 ; 72% 延伸 10 min, 
扩 增 结束 后 采用 1. 296 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 。 利 用 
胶 回 收 试剂 盒 对 PCR 产物 进行 纯化 ,纯化 后 的 PCR 
产物 连 殉 隆 到 pEASY-T3 载体 上 ,然后 转 人 大肠 杆 
阔 感 受 态 细胞 Trans-T1 内 ,并 送 交 生 工 生物 工程 
(上 海 ) 股 份 有 限 公 司 进 行 测 序 。 对 测序 正确 的 重 
组 质粒 进行 扩大 培养 并 提取 质粒 。 选 用 内 切 酶 
BamH I £l Xho I Xf PGX-AT-1 载体 和 pEASY-T3 Œ 
组 载体 质粒 进行 双 酶 切 ,并 进行 电泳 回收 。 使 用 T4 
DNA 连接 酶 对 回收 的 基因 片段 和 PCEX-4T-1 载体 
进行 连接 ,并 将 连接 产物 转 和 人 BL21(DE3 ) 感受 态 细 
胞 内 ,并 送 交 公司 测序 。 
1.7 棉铃 虫 气味 结 合 和 蛋白 的 表达 与 纯化 

取 50 pL 测序 正确 的 阔 液 于 5 mL LB 培养 基 中 
过 夜 培养 。 次 日 将 次 5 mL BRE A 500 mL LB Xi 
养 基 中 200 r/min 37C E575 , KAA OD eo AA F] 
0.5 ~0.8 时 加 入 IPTG ,使 其 终 浓度 为 1 mmol/L, 
200 r/min 37C 继续 培养 6 h。 收 集 细胞 ,并 在 冰 浴 
条 件 下 对 细胞 进行 超声 波 破 碎 。 离 心 取 上 清 , 经 过 
0.45 um 滤 膜 过 滤 后 ,注入 HisTrap FF 预 装 柱 中 。 
用 5 ~ 10 倍 柱 体 积 的 PBS 缓冲 液 (137 mmol/L 
NaCl, 2. 7 mmol/L KCl, 10 mmol/L Na, HPO,, 2 
mmol/L KH;PO, , pH 7. 4) (FUE BUE HE, BEJH 2 farti 
体积 的 肠 激 酶 缓冲 液 (50 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/ 
L CaCl, , 0. 1% Tween-20, pH 8. 0) 冲洗 预 装 柱 。 将 
400 uL 族 血 酶 (1 U/ pL) 3E A MEE, 3776 
应 6 ~8 ho [n figs Hrpax A. PBS 绥 冲 液 ,收集 流出 
液 ,并 使 用 SDS-PAGE 垂直 电泳 分 析 流 出 液 。 得 到 
目的 集 日 后 ,使 用 HiTrap Desalting WRI A BRE H 
液 中 的 盐 ,操作 步骤 参照 说 明 书 。 
1.8 菊 光 竞争 结合 实验 

采用 灾 光 苋 争 结合 实验 , 以 1-NPN 为 灾 光 探 
针 ,在 灾 光 光谱 仪 F4500( 日 本 日 立 公司 ) 测 定 棉铃 
忠 气 味 结合 集 日 与 来 目 棉 花 ( 潘 洪 生 等 , 2010) 、 玉 
米 (Bernasconi et al., 1998; Carroll et al., 2006 ) 、 烟 
草 (De et al., 1998; Yan et al., 2005) 等 植物 85 种 
不 同 气味 物质 的 杀 和 能 力 。 仪 硕 参 数 为 :Ex = 337 
nm,Em =410 nm, 激 发 犹 颖 为 5 nm, A I 4 5E 5 
nm, 实 光 苋 争 结合 实验 用 85 种 气味 物质 为 : 茶 甲 本 
( benzaldehyde) , 7 Z HÈ ( phenylacetaldehyde ) , 2 FH 
H ( benzyl alcohol) Æ Z, f£ ( phenethyl alcohol) ,Z& Z, 
Hi] ( acetophenone ) | Xf 5$ pj dE FB Zi ( p-cymene ) ,2,6- 
— AU] dE BI (2, 6-di-tert-butylphenol ) 、 异 内 基本 


























( cumene ) , Z, X ( ethylbenzene ) , ti Ë ( hexanal ) , 1E 
己 醇 (1-hexanol) ,Jl[ji-3-C, 5 RE | ( Z) -3-hexenal | 、 反 - 
2-UC. Ki RE | ( E ) 2-hexenal | , Jlji-3-C3 4$ Bg [ ( Z ) -3- 
hexen-1-ol | 、3- 己 fi] ( 3-hexanone ) , 2-t H8 ( 2- 
hexanone ) , 3-t3, ff ( 3-hexanol ) 、 顺 -2- 已 烯 -1- 醉 
| (Z) 2-hexen-1-ol | , 1E 3E BÉ (octyl aldehyde ) , 3$ j£ 
(decanal) 十 一 醋 ( undecanal ) 、 月 桂 酸 ( dodecyl 
aldehyde) , B-f TT E f£ ( B-cyclocitra) 、B- 紫 罗兰 酮 
( B-ionone ) , 2-BE BB ( 2-heptanone ) , JE BI [ ( + )- 
carvone ) | .大 马 烯 酮 (damascenone) 2- 十 三 烷 酮 (2- 
tridecanone) ,2--F fi Ax filij ( 2-pentadecanone ) , AIF 
VJ] ( geranylacetone ) 、 香 叶 醇 ( geraniol ) , 6- FH 44-5- 
Peka -2-H ( 6-methyl-5-hepten-2-one ) 2-0 3&:-1-2$ fx 
( 2-hexyl-1-decanol) , 2$ fi WẸ% ( linalool ) , R$ 45 JC Bg 
( nerolidol ) , x: -3- C3, 45 B | ( E) -3-hexen-1-ol | , a 
47 = W ( a-ionol ) , 法 呢 醇 (farnesol)、2- 庚 本 (2- 
heptanol) 、( + ) -雪松 醇 [(  ) -eedrol ] , B-A 4/14 
( B-caryophyllene) EIE ( farnesene) ,o.-7K Fr 4$ ( a- 
phellandrene ) , o-3i A | ( + )-a-pinene ] , 3x K 
( camphene ) , B-J 4$ | (  )-B-pinene ] , fr 15 Ki 
| (R)-( + )-limonene | |, J^ iH Ks ( o-terpinene ) , 27 5] 
Afi ( ocimene ) , H Af ( myrcene) FALF ABL C € )- 
limonene oxide | , Z M B 8 ( heptyl acetate) , Z [2 
FB benzyl acetate) , Z W C. Hg ( hexyl acetate ) 乙酸 
] HB butyl acetate) 乙酸 成 酯 (pentyl acetate) , Z MR 
-E HB ( nonyl acetate), Z WR Æ Z H4 ( phenethyl 
acetate) Z RRIHEN] ( Z)-3-hexenyl acetate | 乙酸 
J [88 ( isoamyl acetate) , Z 2 3E B4 (octyl acetate) 、 
C.H dr WT RR ( geranyl acetate ) , Z Bg 2-0. Js B 
LC E )-2-hexenyl] acetate |. W Hg Z "B8 ( ethyl 
propionate) , J WR Æ [is ( ethyl butyrate), J EJ: -2- C, 
Ms Bg | (E )-2-hexenyl butyrate |, ] W G fi ( hexyl 
butyrate), J W 顺 -3- 已 M 8 [( Z )-3-hexenyl 
butyrate | ,Z& FH W Z Hf (ethyl benzoate ) , H1 WR J Hg 
( butyl formate ) , 4p fi 3 As HH pg H RB ( methyl 
anthranilate) ,7K f; B H1 [li ( methyl salicylate ) 已 酸 叶 
HE PS [( Z )-3-hexenyl hexanoate |, F — 4X 
( undecane ), F — $é ( dodecane ), F = 4 
( tridecane ) , F PH $é ( tetradecane. )、 正 十 七 烷 
( heptadecane ) , 1E. F /X $é ( octadecane ) , Fz 4) fj 
( eucalyptol) 5| JE ( indole) , Z& ( naphthalene ) , 4 Hz 
f Cphlorizin dihydrate) 樟脑 | ( + ) -camphor) | $2, 
6- - FH XE-A- RB AES) (2 ,6-dimethyl-4-nitrophenol ) 。 
il xg pepe B CERE EAH 1-NPN 的 结合 篆 
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数 ; 在 浓度 为 50 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲 液 (pH 
7.4) 中 加 入 目的 和 蛋白 ,使 其 浓度 为 2 jumoV/L ,然后 
每 次 加 入 1-NPN 溶液 (1 mmol/L)2 kL, 充 分 混合 
均匀 后 静 置 2 min 后 测定 和 记录 其 灾 光 值 ,至 1- 
NPN 终 浓度 20 pmol/L, WERE BARAR EH 
E HARA WRM EJ: E1 mL 浓度 为 50 
mmol/L 的 Tris-HCl Z2 P% (pH 7. 4) PIA E H A 
1-NPN 使 它们 终 浓 度 均 为 2 pmol/L。 在 反应 液 中 
未 次 加 入 终 浓 上 度 为 0 ~20 pmol/L 的 气味 物质 溶液 ， 
充分 混合 均匀 , 静 置 2 min 后 测定 和 记录 其 灾 光 值 。 
假定 棉铃 虫 气味 结合 蛋白 重组 储 日 的 活性 为 
100% ,日 在 饱和 状态 时 其 与 气味 物质 的 结合 比例 为 
1 :1, 然 后 根据 ICx 信 (竞争 配 基 蔡 换 50% 的 1-NPN 
时 对 应 的 配 基 浓度 ) 计算 棉铃 虫 气味 结合 重 日 与 气 
味 物 质 的 结合 稼 数 (Ki)。 公 式 为 :Kd = ICso/(1+ 


* 20 * 


HarmOBP16 |MFKSIVFCALIIVASHADVLKKRDSKGASLKPLS 


HassOBP16 MFKSIVFCALVIVASHADVLKKRDSKGASLKPLS 
Me 0 LC CIE IT ORENKGASLKPLS 
DpleOBP MLN-LLRIALFIVAVNADLLNHERTKGATLKPIS 


80 : 100 * 
HarmOBP16 LNADAYKNHLMKWQEEHKPWKVAVDRAIEE 


C pA Kinen ) o 其 中 ICs; Jy ve Jg FE 降 到 50% 时 加 
入 的 气味 物质 的 浓度 , CinpN 为 未 结合 1-NPN 浓度 , 
KAN 为 OBP/1-NPN RRRA n A 


2 站 果 


2.1 棉铃 虫 气味 结合 香 白 基因 的 克隆 及 序列 分 析 

克隆 获得 棉铃 虫 气 味 结合 蛋白 基因 ,命名 为 
HarmOBP16( GenBank 登录 号 : JQ753074) 序列 分 析 
显示 , HarmOBP16 基因 开放 阅读 框 (ORF ) 长 441 
bp ,编码 146 TAER, RAKEN 17 TARK 
Hos BK ,去 除 信 和 号 肽 后 ,HarmOBP16 WEAD 3-5 
大 小 为 14.6 kD ,等 电 点 为 6.87。 序 列 比 对 结果 显 
示 ( 图 1),HarmOBP16 具有 10 A7 PEST 2E JDG 24 B2 f 
点 ,属于 Atypical OBP 家 族 集 日 。 


40 * 60 ui 
DIPELGDPKNLEKMSNPKMPCPMDDIOMIPEASGEFLIDRNT 
DIPELGDPKNLERMSNPKMPGPMDDIOMISEASGFLIDRNT 














DIPELGDPKHLAKBSNPKLPGPENDVOBVFEESGFLTDKNT 


DIPELGDPKPLAEgSNMKLOGPgSDVOBgVFEKSGFLLDKOT 
C1 C2 C3 C4 C5 
120 * 140 


NNOTROY LDFPMKAYDVFTMIGIAMLKKBPEAAWK 
NNOTROYLDFPMKAYDVFTIGIAMLKEKEMPEAAWK 
DNDPROHLDIPEKAYDVFTEIGIAMLKKBPDSAWK 
DVDLROYLDYPMKAYDVFTMITGIAMLKKPKDSWK 


C7 C8 C9 C10 


图 1 棉铃 虫 HarmOBP16 与 其 他 昆虫 OBP f 24 AER Fr 90] EOS] APT 


HassOBP16 LNVDAYKAHLTKWEEEHKSWKVAVDRAIEE 
AopsOBP6 LNKEAYRNHLKOWEENNKGWTVAVDKAIKE 
DpleOBP LNKEGYRNHLMKWLEGHKEWKDGIEKAISD 
C6 
Fig. 1 


Amino acid sequence alignment of HarmOBP16 from Helicoverpa armigera with OBPs from other insects 


OBP Æ H RMA H GenBank 登录 号 Origin of OBP proteins and their GenBank accession numbers; HarmOBP16: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera , 
JQ753074; HassOBP16: X47 Œ Helicoverpa assulta, AGC92791; AopsOBP6: 小 地 老虎 Agrotis ypsilon, AGR39569; DpleOBP; 黑 脉 金 斑 蝶 Danaus 
plexippus, EHJ67714. 信号 肽 用 方 框框 出 。Predicted signal peptides are boxed. C1 - C10: 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 The conserved cysteines. 


选用 其 他 昆虫 OBP 与 棉铃 虫 HarmOBP16 共 建 
系统 发 育 树 。 结 采 显 示 ( 图 2) ,系统 发 育 树 分 为 4 
个 家 族 ,分 别 为 : Classic OBP, Minus-C OBP, Plus-C 
OBP 和 Atypical OBP 家 族 , H.rp ASE HarmOBP16 
属 Atypical OBP 家 族 , 与 序列 比 对 结果 一 致 。 

2.2 HarmOBP16 的 组 织 表 达 谱 

本 人 研究 采用 qPCR 对 HarmOBP16 TE WEE by, E, 
中 的 组 织 分 布 进行 了 分 析 ( 图 3 ) 。 表 达 谱 结 采 显 
7i ,HarmOBP16 在 雌雄 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 量 不 
同 ,主要 在 肉 虫 码 中 的 表达 水 平 较 高 。 

2.3 HarmOBP16 的 体外 表达 与 纯化 

SDS-PAGE 电泳 结 末 显示 (图 4) ,经 IPTG 诱导 
后 的 重组 细胞 可 以 表达 含 GST 标签 的 重组 蛋 晶 ,条 
市 为 40 kD 左右 ,在 未 谣 导 的 五 液 的 相应 位 置 没 有 
产生 特异 条 珊 。 谣 叶 后 的 重组 集 日 经 HisTrap FF ffi 











站 柱 纯化 ,并 采用 凝血 酶 切除 GST 标签 后 ,得 到 纯 
度 较 高 的 HarmOBP16 重组 蛋白 ,其 大 小 在 14 kD 左 
右 ,与 预测 分 子 量 一 致 。 
2.4 HarmOBP16 的 结合 特性 分 析 

为 检测 HarmOBP16 与 1-NPN 是 否 为 单 结合 位 
点 ,本 人 研究 对 它们 的 结合 情况 进行 了 人 研究 (图 5: 
A) ,结果 显示 HarmOBP16 与 1-NPN 有 饱和 歼 应 , 且 
Kd = 12. 89 umol/L, HarmOBPI16 与 1-NPN 的 斯 卡 
查 德 分 析 显 示 呈 线性 ,因此 HarmOBP16 与 1-NPN 
为 单 结合 位 点 ,可 以 使 用 探 针 1-NPN 测定 其 与 不 同 
气味 物质 的 结合 能 力 。 

采用 菊 光 竞争 结合 实验 ,对 HarmOBP16 与 85 
种 气味 物质 的 结合 能 力 进 行 测 定 。 结 果 显 示 ， 
HarmOBP16 与 大 部 分 所 测 气 味 物 质 的 结合 能 力 都 
比较 弱 (Ki > 20 pmol/L) ,其 中 与 10 种 气味 物质 表 
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89 棉铃 虫 Helicoverpa armigera HarmOBP1 AEB$54580 


99 棉铃 虫 Helicoverpa armigera HarmOBP5 AEB54581 


Classic OBP 


I 棉铃 虫 Helicoverpa armigera HarmOBP3 AEB54582 
68 棉铃 虫 Helicoverpa armigera HarmOBP4 AEB54584 
棉铃 虫 Helicoverpa armigera HarmOBP17 AFIS7166 
98 棉铃 虫 Helicoverpa armigera HarmOBP18 AFI57167 
WX Periplaneta americana PameOBP3 ACI30687 


77 马 德 拉 污 螃 Rhyparobia maderae RmadOBP AAM77026 
暗黑 鳃 金龟 Holotrichia parallela HparOBP16 AKI84374 
黑 脉 金 斑 蝶 Danaus plexippus DpleOBP EHJ67714 
小 地 老虎 Agrotis ipsilon AipsOBP6 AGR39569 
棉铃 虫 Helicoverpa armigera HarmOBP16 JQ753074 
烟 青虫 Helicoverpa assulta HassOBP16 AGC92791 


55 


100 


70 
100 


| 
10 








Minus-C OBP 


Plus-C OBP 


AtypicalOBP 


图 2 基于 氨基 酸 序 列 构建 的 棉铃 虫 HarmOBP16 与 其 他 气味 结合 集 日 的 系统 发 育 分 析 
Fig. 2 Phylogenetic analysis of HarmOBP16 from Helicoverpa armigera 


and other odorant binding proteins based on the amino acid sequence 


系统 发 育 树 采用 MEGA6.0 的 邻接 法 构建 (1 000 次 重复 ) The phylogenetic tree was constructed in MEGA. 0 using the neighbour-joining method 


(1 000 replicates). 


LJ J£ Female 
40 HE Male 


20 


相对 表达 量 
Relative expression level 


jam 
o 





H T Ab L W A Pr 
组 织 Tissues 


图 3 | HarmOBP16 基因 在 棉铃 虫 成 虫 
各 组 织 中 的 相对 表达 水 平 
Fig. 3 Relative expression levels of HarmOBP16 in 


different tissues of Helicoverpa armigera adults 


H: 3E SB CAS ER fü ff I) Head without antennae and probosis; T; Hj 
部 Thorax; Ab: 腹部 Abdomen; L; Æ Legs; W: $38 Wings; A: 触角 


Antennae; Pr; WX Proboscis. 


现 出 一 定 的 结合 能 力 (Ki «20 pmol/L) ,主要 包括 : 
AUT ER M (Ki = 18.4 umol/L) , $x$ ( Ki = 16.7 
umol/L) 、B- 派 烯 (Ki=17.3 umol/L) , CR) -( 9) -fr 
ExMs(Ki-14.9 pmol/L) , 2$ fij ( Ki 216. 8 jumol/ 
L) 、 香 芹 酮 (Ki 217.2 pmol/L)、 大 马 烯 酮 (Ki = 
16. 7 umol/L) EIA (Ki = 14. 2 pumol/L) 、B- 
紫罗兰 酮 (Ki = 15.2 pumol/L) , 3: RE (Ki 215.3 





图 4 棉铃 虫 HarmOBP16 重组 蛋白 SDS-PAGE 
Fig. 4 SDS-PAGE analysis of the recombinant 
HarmOBP16 of Helicoverpa armigera 
M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; CK; 未 加 入 
IPTG 诱导 的 细菌 细胞 Bacterial cells before induction by IPTG; I: 
IPTG 诱导 后 的 细菌 细胞 Bacterial cells after induction by IPTG; P: 去 
除 标签 后 的 重组 蛋白 Purified protein after cleavage by thrombin. 


jmol/L) (3€ 2; 图 5: B). 
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表 2 HarmOBP16 重组 蛋白 与 不 同 气味 物质 的 结 


集 日 HarmOBP16 的 组 织 表 达 谱 及 配 基 结 合 特性 


分 析 897 





A 
Ei 


能 力 


Table 2 Binding capacities of the recombinant HarmOBP16 with different plant volatiles 


化 合 物 CAS 号 
Compounds CAS accession no. 

AG FTERMS (+ ) -Limonene oxide 203719-544 
kf Camphene 79-925 
BJ (  )-B-Pinene 127-91-3 
(R)-C )- 柠 榜 烯 (R)-( + ) -Limonene 138-86-3 
芳 樟 醇 ( +/ — ) -Linalool 78-10-6 
香 芹 酮 ( + ) -Carvone 99-49-0 
大 马 烯 酮 Damascenone 23696-85-7 
香 叶 基 丙 酮 Geranylacetone 689-67-8 
B- 紫 罗兰 酮 g-Ionone 14901-07-6 
3EWE Octyl aldehyde 124-13-0 


: 结合 50% 1-NPN 时 的 化 合 物 浓度 Concentration of compounds binding with 50% 1-NPN; Ki: 和 蛋 昌 与 化 合 物 的 竞争 结合 


ICs, ( mol/L) Ki ( mol/L) 
19.4 +0. 21 18.4 +0.2 
17.6 +0.21 16.7 +0.2 
18.3 +0. 25 17.3 +0. 24 
15. 8 +0. 44 14. 9 +0. 38 
17.7 x0.37 16. 8 +0. 36 
18.2 «0.21 17.2 +0. 20 
17.6 +0. 15 16.7 +0. 14 
15. 0 +0. 43 14.2 +0. 41 
16. 0 +0. 32 15.2 +0.3 
16. 1 +0. 44 15.3 +0. 38 





常数 Competitive 


dissociation constant of a protein with a compound. 数据 为 平均 值 土 标准 误 。 表 中 只 列 出 了 IC3 值 小 于 20 pmol/L 的 化 合 物 。Data in table are 
mean + SE. Only compounds with ICs, values < 20 jumol/L were listed in the table. 


1-NPN tA 


]-NPN fluorescence 





10 


1-NPNÝK HE (mmol/L) 
Concentration of 1-NPN 


15 


图 5 棉铃 虫 HarmOBP16 与 1-NPN 及 气味 物质 的 


1-NPN 荧光 值 百分比 (0). 中 


Percentage of 1-NPN fluorescence 


-一 氧化 森 檬 烯 (4-)-Limonene oxide 
—— js Camphene 

—— p-jieAf (4)-B-Pinene 

一 - (R)-C)-FF Es (R)-C-)-Limonene 
—— JE RAW (-/—)-Linalool 

—— Aj Wi] (4-)-Carvone 

— K Ulli Damascenone 

-一 香 叶 基 内 酮 Geranylacetone 

一 - B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone 

—— E Octyl aldehyde 














50 
40 
0 5 10 15 20 
FEYK E (mmol/L) 
Concentration of ligands 
结合 曲线 


Fig. 5 Binding curves of HarmOBP16 to 1-NPN and volatiles 


A; HarmOBP16 与 1-NPN 的 结合 


结合 曲线 Binding curves of HarmOBP16 to selected ligands. 


结论 与 讨论 

Eb rh OBP 识别 并 结合 外 界 气 味 分 子 是 昆虫 噬 
觉 感 受过 程 的 第 一 步 生化 反应 。 本 人 研究 克隆 得 到 一 
ATES rx OBP 基因 HarmOBP16 ,并 对 其 进行 了 功能 
研究。 序列 分 析 结果 显示 ,其 具有 长 度 为 17 个 氨基 
K? RS fs SA, D 9h or EXHI 
HarmOBP16 的 重 白 分 子 量 大 小 为 14.6 kD ,等 电 点 
为 6.87。 进 一 步 的 序列 比 对 和 进化 树 分 析 结 果 显 
75 , HarmOBP16 具有 10 个 保守 半 胱 氨 酸 位 点 ,属于 











曲线 和 Scatchard 曲线 Binding curve and Scatchard plot for 1-NPN to HarmOBP16; B: HarmOBP16 与 气味 物质 的 


Atypical OBP ZEH (Li et al., 2017) 。 

昆虫 基因 的 表达 模式 在 一 定 程度 上 可 以 反映 其 
功能 。 触 角 是 昆虫 的 主要 唱 觉 感受 副官 ,因此 昆虫 
OBP 基因 主要 在 触角 中 高 表达 或 特异 表达 。 本 研 
2E 3E 7, HarmOBP16 在 上 峻 雄 成 里 各 组 织 中 均 有 表 
达 ,在 肉 虫 翅 中 的 表达 量 最 高 ,类 似 结果 在 其 他 昆虫 
中 也 有 报道 (Liu et al., 2015b; Ma et al., 2016), Œ 
然 在 其 他 昆虫 翅 上 也 有 感觉 硕 的 发 现 ,但 没有 关于 
栅 铃 虫 翅 具有 化 学 感受 功能 的 报道 。 同 时 ,OBP 的 
功能 人 研究 多 集中 在 Classic OBP 家 族 基 因 , 而 
Atypical OBP 的 相关 人 研究 相对 较 少 。 因 此 ,为 了 研 
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究 在 棉铃 虫 翅 中 高 表达 的 HarmOBP16 对 植物 挥发 
物 的 识别 能 力 如 何 ,本 人 研究 进一步 采用 灾 光 苋 争 结 
合 实验 对 HarmOBP16 功能 进行 研究 。 

本 人 研究 采用 原核 表达 系统 ,以 PCGEX-4T-1 HK 
达 载 体 , 对 HarmOBP16 进行 了 体外 表达 。 基 于 
PGEX-4T-1 上 自身 表达 谷 胱 甘 肽 标签 较 大 ,为 避免 谷 
胶 甘 肽 标签 影响 后 续 的 灾 光 苋 争 结合 实验 ,本 人 研究 
采用 凝血 酶 将 其 切除 ,并 获得 了 高 纯度 的 
HarmOBP16 HEA. E — 2b 38 E 9e OG ye d 2n n 
实验 测定 了 HarmOBPI6 55K H fide CIR EIE SE, 
2010) , -E2K ( Bernasconi et al., 1998; Carroll et al., 
2006) 烟草 (De et al., 1998; Yan et al., 2005) 等 植 
物 的 85 种 挥发 物 的 结合 能 力 。 结 果 显 示 ， 
HarmOBP16 虽 与 大 部 分 所 测 气 味 物质 的 结合 能 
都 较 弱 (Ki>50 pmol/L) ,但 其 与 10 种 气味 物质 表 
现 出 一 定 的 结合 能 力 (Ki «20 pumol/L) 。 在 这 10 种 
气味 物质 中 ,HarmOBP16 与 香 叶 基 内 酮 和 B- 紫 罗兰 
酮 的 结合 能 力 最 强 , Ki 值 分 别 为 14.2 和 15.2 
Wmol/L。B- 系 罗兰 酮 是 多 种 植物 花 的 挥发 物 ( Gora 
and Brud, 1983; Werkhoff et al., 1992), 此 
HarmOBP16 可 能 在 棉铃 虫 肉 成 虫 寻 找 蜜源 的 过 程 
中 扮演 一 定 的 用 色 。 同 时 ,HarmOBP16 与 棉花 挥发 
WERE CR) -C + )- 柠 檬 烯 、 广 樟 醒 和 p-Uie His CHR 
生 等 , 2010) 也 有 一 定 的 结合 能 力 ,说明 HarmOBP16 
nJ BE f E HRS Jo, HL SH HEU BIB AE 

综 上 所 述 , ÆW IX B XO i FS HR n v PP S 
Atypical OBP 家 族 基 因 Harm0BP16 ,并 对 其 进行 了 
功能 研究。 结果 显示 其 对 10 种 棉花 等 作物 的 挥发 
物 有 一 定 的 结合 能 力 ,人 研究 结 采 为 棉铃 虫 引诱 剂 或 
驱 避 剂 的 开发 提供 基础 。 
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